i 



m 

> At i>i TO 



1@SEP 



(12) NACH DEM VERTRaT?UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
30. September 2004 (30.09.2004) 




PCT 



(10) Internationale Veroffenttichungsnummer 

WO 2004/083223 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C07F 15/00, 
A61K 31/282, A61P 35/00 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2004/002850 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

18. Marz 2004 (18.03.2004) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

103 14 780.2 19. Mara 2003 (19.03.2003) DE 

(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von 
US): KTB TUMORFORSCHUNGS GMBH [DE/DE]; 
Breisacher Str. 17, 79106 Freiburg (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): KRATZ, Felix 
[DE/DE]; Zum Abtsweingarten 19, 79241 Ihringen (DE). 
WARNECKE, Andre [DE/DE]; August-Ganther-Str. 1, 
79117 Freiburg (DE). 

(74) Anwalt: WEICKMANN & WEICKMANN; Postfach 
860 820, 81635 Munchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fur 
jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL, 
AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, 
CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, 
FI, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, 
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, 
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, 
PH, PL, FT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, 
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, 

zw. 

(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fur 
jede verfiigbare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW, 
GH, GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, 
ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, 
EE, ES, FT, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PL, PT, 
RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, 
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

VerofTentlicht: 

— mit intemationalem Recherchenbericht 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben- Codes und der anderen Ab- 
kurzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe der 
PCT -Gazette verwiesen. 



f^) (54) Title: PROTEIN-BOUND DERIVATIVES OF PLATINUM COMPLEXES CONTAINING CYCLOBUTANE 1.1-DICAR- 
£j BOXYLLATE LIGANDS 

m 

0C (54) Bezeichnung: PROTEINBINDENDE DERTVATE VON PLATINKOMPLEXEN MIT CYCLOBUTAN-U-DICARBOXYL- 
^ ATLIGANDEN 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrirTt niedermolekulare Platinkomplexe mit Cyclobutan-l,l-dicarboxylatliganden, die 
eine proteinbindende Gruppe enthalten. 
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Proteinbindende Derivate von Platinkomplexen mit Cyclobutan-1,1-di- 
carboxylatliganden 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft niedermolekulare Platinkomplexe von Cyclobu- 
tan-1,1-dicarboxylatliganden, die eine proteinbindende Gruppe enthalten, 
deren Herstellung und Verwendung. 

Carboplatin (Diamminplatin(ll)-cyclobutan-l ,1-dicarboxylat) ist ein anti- 
neoplastisch wirksamer PlatinOD-Komplex, der zur Behandlung verschiede- 
ner Krebserkrankungen eingesetzt wird (Woloschuk, D. M. et al., Drug 
Intell. Clin. Pharm. 1988, 22, 843-849). Von dem strukturell verwandten 
Cisplatin (c/s-Diammindichloroplatin(II)) unterscheidet sich Carboplatin 
durch Austausch der Chloroliganden durch einen chelatisierenden Cyclobu- 
tan-1,1-dicarboxylatliganden, woraus eine veranderte Pharmakokinetik 
sowie ein von Cisplatin abweichendes Toxizitatsprofil resultiert (Lokich, J., 
Cancer Invest. 2001, 1 9, 756-760). Jedoch sind Therapien mit Carboplatin 
von Nebenwirkungen begleitet (Go, R. S. et al., J Clin. Oncol. 1999, 17, 
409-422). Es wurde bereits vorgeschlagen, zur Verbesserung des Neben- 
wirkungsprofils und der Wirksamkeit von Zytostatika proteinbindende 
Formulierungen zu entwickeln, welche in vivo an endogene Serumproteine 
koppeln und auf diese Weise makromolekulare Transportformen der Wirk- 
stoffe darstellen (Kratz, F. et al., Am. Assoc. Cancer Res. 2001, 42, 
138-139, Kratz, F. et al., J. Med. Chem. 2000, 43, 1253-1256). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, proteinbindende Derivate von 
Carboplatin zu schaffen, welche weniger unerwunschte Nebenwirkungen 
und hohere Wirksamkeit gegenuber Tumorgewebe aufweisen. 
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Diese Auf gabe wird erfindungsgemafc gelost durch niedermolekulare Carbo- 
platin-Derivate der allgemeinen Formel I 



10 




rin R = 2 H f 



(I) 



worm H = z H, n^v , V-V , ^ , -(CH 2 ) r (i = 2 oder 3), X = O 
Oder NH, Y = O, S oder 2 H, n = 0 bis 5, m = 0 bis 6 bedeuten und PM 
eine Proteinbindende Gruppe ist. 



15 Die erfindungsgemaBen Verbindungen sind aus einem antitumoral wirksa- 
men c/s-konfigurierten PlatinOD-Komplex und einem heterobifunktionellen 
Crosslinker aufgebaut. Im Folgenden wird dieser Aufbau naher erlautert: 

Der antitumoral wirksame Platinkomplex ist ein Wirkstoffderivat der all- 
20 gemeinen Formel II 



25 




(ID 



30 R 

X = OH oder NH 



(CH 2 ) r (i = 2 oder 3) 
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bedeuten. Von dem klinischen Standard Carboplatin unterscheidet sich 
dieser durch das Vorliegen einer Hydroxy- oder Aminogruppe am Cyclobu- 
tanring sowie gegebenenfalls durch Vorliegen chelatisierender Aminligan- 
denwiefra/?s-1,2-Diaminocyclohexan,c/s-1 ,2-Diaminocyclohexan,Ethylen- 
diamin oder 1,3-Diaminopropan. 

Der heterobifunktionelle Crosslinker ist ein Carbonsaure-Derivat oder ein 
Alkohol mit einer proteinbindenden Gruppe der allgemeinen Formel ill 



in der 

Y = 2 H, O oder S 
n = 0 bis 5 
m = 0 bis 6 

PM = Proteinbindende Gruppe 
bedeuten. 

Die proteinbindende Gruppe (PM) ist bevorzugt ausgewahlt unter einer 
2-Dithiopyridylgruppe, einer Halogenacetamidgruppe, einer Halogenacetat- 
gruppe, einer Disulfidgruppe, einer Acrylsaureestergruppe, einer Mono- 
alkylmaleinsaureestergruppe, einer Monoalkylmaleaminsaureamidgruppe, 
einer /V-Hydroxysuccinimidylestergruppe, einer Isothiocyanatgruppe, einer 
Aziridingruppe oder einer Maleinimidgruppe. Eine besonders bevorzugte 
proteinbindende Gruppe ist die Maleinimidgruppe. 




Y 



(III) 



ErfindungsgemaBe Verbindungen werden formal durch Kondensation des 
Wirkstoffderivats mit dem Crosslinker erhalten. Zwischen Wirkstoffderivat 
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und Crosslinker liegt daher eine Esterbindung, eine Amidbindung, eine 
Thioesterbindung, eine Thioamidbindung, eine Etherbindung oder eine 
Aminbindung vor. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Platinkomplexe erfolgt bevorzugt 
durch Umsetzung eines Cyclobutan-1 J-dicarbonsaure-Derivats der all- 
gemeinen Formel IV 



in der 

X = O Oder NH 
¥ = 0,8 oder 2 H 
m = 0 bis 5 
n = 0 bis 6 

und PM eine Proteinbindende Gruppe bedeuten, mit einem Platinkomplex 
der allgemeinen Formel V 




O 



(IV) 




(V) 




i = 2 oder 3) 



R' = 2 N0 2 , S0 2 oder CO bedeuten. 
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Zur Umsetzung kann z.B. der Platinkomplex in Wasser gelost und mit dem 
Cyclobutan-1 J -dicarbonsaure-Derivat oder einem Alkali- Oder Erdalkalime- 
tallsalz des Cyclobutan-1 ,1-dicarbonsaure-Derivats versetzt werden. Die 
Umsetzungen werden zweckmafcig bei Temperaturen zwischen 0 °C und 
50 °C durchgefuhrt, wobei die Reaktionszeit normalerweise zwischen 1 
und 24 Stunden liegt. Die Produktisolierung kann durch (ibliche Methoden 
wie Kristallisation, Chromatographie an Kieselgel oder 
Reversed-Phase-Chromatographie (praparative HPLC) erfolgen. 

Nach einer bevorzugten Ausfuhrungsweise wird eine wassrige Losung 
eines c/s-Diaminoalkylplatin(ll)dinitrat-Komplexes oder c/s-Diamminpla- 
tin (ll)dinitrat mit einem Cyclobutan-1 ,1 -dicarbonsaure-Derivat, welches eine 
Maleinimidgruppe und ein Oligo(ethylenglykol)-Ruckgrat aufweist, bei 
einem pH-Wert zwischen 5 und 6 umgesetzt. Die Reinigung der so erhalte- 
nen Platinkomplexe erfolgt vorzugsweise durch Saulenchromatographie an 
Kieselgel oder durch Reversed-Phase-Chromatographie (siehe Beispiele 5, 
6 und 9). Auf diese Weise erhaltene Platinkomplexe weisen eine exzellente 
Wasserloslichkeit auf. 



20 



25 



Die fur die Komplexbildung bevorzugt eingesetzten Cyclobutan-1 ,1 -dicar- 
bonsaure-Derivate mit einer Maleinimidgruppe und einem Oligo(ethylen- 
glykoD-Ruckgrat lassen sich in einer vierstufigen Synthese ausgehend von 
Bis(4-methoxybenzyl)malonat und 1 ,3-Dibrom-2-fe/t.-butyldimethylsiloxy- 
propan herstellen: 

Im ersten Schritt erfolgt eine Dialkylierung von Bis(4-methoxybenzyl)malo- 
nat mit 1 ,3-Dibrom-2-tert.-butylsiloxypropan, die zum Cyclobutanrings- 
ystem fuhrt. 



o o 




KK Dtoxan 
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Diese Reaktion wird bevorzugt in einem aprotisch polaren Losungsmittel 
wie Dioxan oder DMF unter Benutzung von Basen wie Kaliumhydrid, Natri- 
umhydrid oder Natriumhexamethyidisilazid bei Temperaturen > 100 °C 
ausgefuhrt. Typischerweise betragt die Reaktionszeit unter diesen Bedin- 
gungen 48-120 Stunden (siehe Beispiel 1). 

Im zweiten Schritt erfolgt die Abspaltung der terf.-Butyldimethyl- 
silyl-Schutzgruppe nach Methoden, die dem Fachmann gelaufig sind, 
bevorzugt unter Einsatz von Tetrabutylammoniumfluorid in Tetrahydrof uran 
(siehe Beispiel 2). 




Im dritten Schritt erfolgt die Veresterung der 3-Hydroxygruppe des Cyclo- 
butanrings von Bis(4-methoxybenzyl)-3-hydroxycyclobutan-1 ,1 -dicarboxylat 
mit einer Maleinimidocarbonsaure der allgemeinen Formel Via. 
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in der 

n = 0 bis 5 
m = 0 bis 6 
bedeuten. 

Dabei werden als Reagenzien zur Aktivierung der Carboxylgruppe des 
Crosslinkersvorzugsweise/V,A/'^ 

carbodiimid, (Benzotriazol-1-yloxy)tris(d»methylamino)phosphonium-Hexa- 
fluorophosphat oder 2-Chlor-1 -methylpyridiniumiodid unter Zusatz gangiger 
Katalysatoren bzw. Hilfsbasen wie z.B. Trialkylamine, Pyridin, 4-Dimethyl- 
aminopyridin (DMAP) oder Hydroxybenzotriazol (HOBt) eingesetzt. Die 
Umsetzung erfolgt zweckmafcig in einem polaren organischen Losungs- 
mittel, vorzugsweise in Dichlormethan, A/,A/-Dimethylformamid und Tetrahy- 
drofuran. Die Umsetzungen werden zweckmafcig bei Temperaturen zwi- 
schen -10 °C bis Raumtemperatur durchgefuhrt, wobei die Reaktionszeit 
normalerweise zwischen 3 und 48 Stunden liegt. 

Nach einer bevorzugten Ausfuhrungsweise wird Bis(4-methoxy- 
benzyl)-3-hydroxycyclobutan-1 , 1 -dicarboxylatmiteinerMaleinimidocarbon- 
saure, welcheein Oligo(ethylenglykol)-Ruckgrat aufweist, unter Einsatzvon 
2-Chlor-1-methylpyridiniumiodid umgesetzt (siehe Beispiele 3 und 7) unter 
Bildung einer Verbindung der allgemeinen Formel VII. 

Im vierten Schritt erfolgt die Abspaltung der 4-Methoxybenzyl-Schutzgrup- 
pen mit Trifluoressigsaure und Anisol bei 0°C (siehe Beispiele 4 und 8). 
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(VII) 



TFA. Antsol 



o 



Ein wesentliches Merkmal der erfindungsgemallen Platinkomplexe liegt in 
einer raschen kovalenten Bindung an Serumproteine tiber die proteinbin- 
dende Gruppe, wodurch eine makromolekulare Transportform des Wirk- 
stoffs generiert wird. Von Serumproteinen wie Transferrin, Albumin und 
LDL ist eine erhohte Aufnahme in Tumorgewebe bekannt (Kratz F.; Beyer 
U. Drug Delivery 1998, 5, 281-299), sodass diese im Rahmen der Erfin- 
dung als endogene Trager fur Zytostatika herangezogen werden konnen. 
Ein besonders bevorzugtes Serumprotein ist zirkulierendes Humanserumal- 
bumin (HSA), das mit einer durchschnittlichen Konzentration von 30 bis 50 
g/L die Hauptprotein-Komponente des menschlichen Blutes bildet (Peters T. 
Adv. Protein Chem. 1985, 37, 161-245) und eine freie Cysteingruppe 
(Cystein-34-Gruppe) an der Oberflache des Proteins aufweist, welche zur 
Anbindung von thiolbindenden Gruppen wie Maleinimiden oder Disulfiden 
geeignet ist (WO 00/76551). 

Die erfindungsgemaSen proteinbindenden Platinkomplexe konnen als 
Arzneimittel parenteral, bevorzugt intravenos appliziert werden. Dazu 
werden die erfindungsgemaBen Platinkomplexe als Losungen, Feststoffe 
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oder Lyophilisate, gegebenenfalls unter Verwendung ublicher Hilfsstoffe 
bereitgestellt. Solche Hilfsstoffe sind beispielsweise Polysorbate, Glucose, 
Lactose, Mannitol, Dextrane, Zitronensaure, Tromethamol, Triethanolamin, 
Aminoessigsaure und/oder synthetische Polymere. Die applizierten Kom- 
plexe reagieren dann mit Serumproteinen unter Bildung der Transportform. 

Die Reaktion der neuen Platinkomplexe mit Serumproteinen kann alternativ 
auch extrakorporal durchgefuhrt werden, z.B. mit einer zur Infusion vor- 
gesehenen Albumin-, Blut- oder Serummenge. 

Protein-gebundene Platinkomplexe gemaBder Erfindung weisen gegeniiber 
herkommlichen niedermolekularen Komplexen eine veranderte Pharmakoki- 
netik auf und reichern sich aufgrund ihres makromolekularen Charakters in 
Tumorgewebe an. Durch eine intrazellular stattfindende Hydrolyse-Reaktion 
wird der labil-gebundene Cyclobutan-1,1-dicarboxyIatligand abgespalten 
und dabei werden Aquo-, Hydroxy- oder gemischte Aquohydroxykomplexe 
als aktive Komponenten freigesetzt. In Tierversuchsstudien zeigten diese 
proteinbindenden Platinkomplexe eine hohere Wirksamkeit als der klinische 
Standard Carboplatin (siehe Beispiel 10). 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung in Verbindung mit der Zeich- 
nung naher. Die Zeichnung stellt graphisch die Ergebnisse eines Tierver- 
suchs mit einer Substanz gemalS Erfindung im Vergleich zu Carboplatin 
anhand der Anderung des Tumorvolumens dar. 
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Beispiel 1 

Herstellung von Bis(4-methoxyben2yl)-3-te/t.-butyldimethyl-siloxycyclobu- 
tan-1,1-dicarboxylat (PMB-CB-OTBS) 




Zu einer Suspension von Kaliumhydrid (35 % in Mineralol) (2.10 g, 18.29 
mmol) in 20 ml_ wasserfreiem Dioxan wird unter Inertgasatmosphare 
Bis(4-methoxybenzyl)malonat (6.00 g, 17.4 mmol) innerhalb 30 min zu- 
getropft. Man lasst weitere 1 5 min bei Raumtemperatur ruhren, versetzt 
mit 1,3-Dibrom-2-ferf.-butyldimethylsiloxypropan (6.08 g, 18.29 mmol) 
und erhitzt uber Nacht unter Ruckfluss. Zu der auf Raumtemperatur abge- 
kuhiten Reaktionsmischung wird Kaliumhydrid (35 % in Mineralol) (2.10g, 
18.29 mmol) als Suspension in 10 mL Dioxan langsam gegeben. An- 
schlieRend wird drei weitere Tage unter Ruckfluss geruhrt. Das gebildete 
Kaliumbromid wird uber Celite abfiltriert, das Losungsmittel im Vakuum 
entfernt und der Ruckstand saulenchromatographisch (Kieselgel, Ethyl- 
acetat/lsohexan 1:10) gereinigt. Man erhalt 2.78 g PMB-CB-OTBS (31 % d. 
Theorie) als farbloses Ol. 

Beispiel 2 

Herstellung von Bis(4-methoxybenzyl)-3-hydroxycycIobutan-1 ,1-di-car- 
boxylat (PMB-CB-OH) 
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Eine Losung von PMB-CB-OTBS (2.69 g, 5.23 mmol) in 25 mL wasser- 
10 freiem THF wird mit Tetrabutylammoniumfluorid (2.47 g, 7.85 mmol) 
versetzt und 1 5 min bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlielSend wird das 
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand saulenchromatogra- 
phisch (Kieselgel, Ethylacetat/lsohexan 1:1) gereinigt. Man erhalt 1.85 g 
PMB-CB-OH (88 % d. Theorie) als farbloses 6l, das langsam kristallisiert. 

15 

Beispiel 3 

Herstellung von Bis(4-methoxybenzyl)-3-(6-maleinimido-4-oxacaproyl)cyclo- 
butan-1 # 1-dicarboxyIat (PMB-CB-1-Mal) 




30 



WO 2004/083223 




IT/EP2004/002850 



- 12 - 



Eine Losung von PMB-CB-OH (1 .97 g, 4.91 mmol), 6-Maleinimido-4-oxac;a- 
pronsaure (1.57 g, 7.37 mmol) und Triethylamin (2.04 mL, 8.64 mmol) in 
30 mL wasserfreiem Dichlormethan wird mit 2-Chlor-1 -methylpyridinium- 
iodid (1.88 g, 7.37 mmol) versetzt und drei Stunden bei Raumtemperatur 
geruhrt. Man verdunnt mit 140 mL Dichlormethan, wascht jeweils zweimal 
mit 80 mL Salzsaure 1n, 80 mL Wasser sowie einmal mit 80 mL Natriurrv 
chloridldsung (ges.) und trocknet uber Magnesiumsulfat. AnschliefSend wird 
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand saulenchromato- 
graphisch (Kieselgel, Chloroform/Methanol 200:1) gereinigt. Man erhalt 
2.89 g PMB-CB-1-Mal (99 % d. Theorie) als farbloses Ol. 

Beispiel 4 

Herstellung von 3-(6-Maleinimido-4-oxacaproyl)cyclobutan-1 # 1-di-carbon- 
saure (COOH-CB-1-Mal) 



o 




Eine Losung von PMB-CB-1-Mal (2.76 g, 4.63 mmol) und Anisol (7.57 mL, 
69.5 mmol) in 50 mL wasserfreiem Dichlormethan wird bei 0 °C mit 1 0 mL 
Trifluoressigsaure versetzt und zwei Stunden bei 0 °C geruhrt. An- 
schlieliend wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand 
saulenchromatographisch (Kieselgel, Chloroform/Methanol 20:1) gereinigt. 
Man erhalt 1 .28 g COOH-CB-1-Mal (78 % d. Theorie) als farblosen Sirup. 

Beispiel 5 

Herstellung von f«ns^/?,A?/S,SACyclohexan-1,2-diaminoplatin(ll)- 
[3-(6-maleinimido-4-oxacaproyl)cyclobutan-1 , 1 -dicarboxylat] 
(DACH-Pt-CB-1-Mal) 
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Zu einer auf Raumtemperatur abgekiihlten wassrigen Losung von [Pt 
frarJS-DACH](N0 3 ) 2 (300 mg, 692 /jmo\), die man durch Erhitzen (50 °C) 
des Platinkomplexes mit 60 mL Wasser erhalt, wird eine Losung von 
COOH-CB-1-Mal (271 mg, 762 yumol) in 5 mL Wasser gegeben. Die Reak- 
tionsmischung wird mit 0.1 M KOH auf pH 5.5 eingestellt und drei Stunden 
bei Raumtemperatur in der Dunkelheit geruhrt. AnschlieBend wird das 
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand durch Saulenchroma- 
tographie (Kieselgel, Ethanol) gereinigt. Man erhalt 291 mg 
DACH-Pt-CB-1-Mal (61 % d. Theorie) als farblosen Feststoff. 

'H-NMR (CD 3 OD): 

6 = 0.97-1 .29 (m, 4H, Cyclohexyl-H), 1 .38-1 .56 (m, 2H, Cyclohexyl-H), 
1.81-1.96 (m, 2H, Cyclohexyl-H), 2.19-2.36 (m, 2H, Cyclohexyl-H), 2.42 
(t, J = 5.9 Hz, CH 2 COO), 2.60-2.79 (m, 2H, CH 2 CHOR), 3.27-3.41 (m, 
2H, CH 2 CHOR), 3.46-3.66 (m, 6H, NCH 2 , OCH 2 ), 4.67-4.86 (m, 1H, 
CHOR), 6.76 (s, 2H, C(0)CH=CHCO) 

13 C-NMR (CD 3 OD): 

6 = 25.51, 33.30 (Cyclohexyl), 35.92 (CH 2 COO), 38.17 (NCH 2 ), 
39.80/40.09 (CH 2 CHOR), 51.35 (C(COOH) 2 ), 63.81/63.86 
(Cyclohexyl-NH 2 ), 65.66 (CHOR), 67.22, 68.65 (OCH 2 ), 135.50 
(C(0)CH = CHCO), 172.52, 172.80 (C(O)CH = CHCO, CHzCOO), 180.41, 
180.61 (C(COOH) 2 ) 
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ESI-MS (4.0 kV, MeOH): 

m/z (%) 663.0 ([M + 1P, 100) 

Beispiel 6 

Herstellung von Diamminplatin(ll)-[3-(6-maleinimido-4-oxacaproyl) 
cyclobutan-1 ,1 -dicarboxylat] {(NH 3 ) 2 -Pt-CB-1 -Mai) 




Zu einer auf Raumtemperatur abgekuhlten wassrigen Losung von 
l(NH 3 ) 2 Pt]{N0 3 ) 2 (485 mg, 1 .37 mmol), die man durch Erhitzen (50 °C) des 
Platinkomplexes mit 90 mL Wasser erhalt, wird eine Losung von 
COOH-CB-1-Mal (538 mg, 1.51 mmol) in 5 mL Wasser gegeben. Die 
Reaktionsmischung wird mit 0.1 M KOH auf pH 5.5 eingestellt und drei 
Stunden bei Raumtemperatur in der Dunkelheit geruhrt. AnschlieSend wird 
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand durch Sauien- 
chromatographie (KieselgeL Ethanol) gereinigt. Man erhalt 263 mg 
(NH 3 )VPt-CB-1-Mal (33 % d. Theorie) als farblosen Feststoff. 

ESI-MS: 

m/z (%) 581.8 {[M]\ 100) 



Beispiel 7 

Herstellung von Bis(4-methoxybenzyl)-3-{15-maleinimido-4 # 7,10 # 
13-tetroxapentadecanoyl)cyclobutan-1,1 -dicarboxylat (PMB-CB-4-Mal) 




Eine Losung von PMB-CB-OH (1.154 g, 2.881 mmol), 15-Malein- 
imido-4,7,10,1 3-tetroxapentadecansaure (1 .49 g, 4.32 mmol) und Triethyl- 
amin (1 .20 mL, 8.64 mmol) in 20 mL wasserfreiem Dichlormethan wird mit 
2-Chlor-1-methylpyridiniumiodid (1.10 g, 4.32 mmol) versetzt und drei 
Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Man verdCinnt mit 80 mL Dichlor- 
methan, wascht jeweils zweimal mit 50 mL Salzsaure 1n, 50 mL Wasser 
sowie einmal mit 50 mL Natriumchloridlosung (ges.) und trocknet uber 
Magnesiumsulfat. Anschliefcend wird das Losungsmittel im Vakuum ent- 
fernt und der Ruckstand saulenchromatographisch (Kieselgel, Ethylacetat) 
gereinigt. Man erhalt 1 .93 g PMB-CB-4-Mal (92 % d. Theorie) als farbloses 
Ol. 

Beispiel 8 

Herstellung von 3-( 1 5-Maleinimido-4,7, 10,1 3-tetroxapentadecanoyl)cyclo- 
butan-1 , 1 -dicarbonsaure (COOH-CB-4-Mal) 
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Eine Losung von PMB-CB-4-Mal (1 .94 g, 2.66 mmol) und Anisol (4.35 mL, 
39.9 mmol) in 50 mL wasserfreiem Dichlormethan wird bei 0 °C mit 10 mL 
Trifluoressigsaure versetzt und zwei Stunden bei 0 °C geruhrt. An- 
schlieBend wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand 
saulenchromatographisch (Kieselgel, Chloroform/Methanol 10:1) gereinigt. 
Man erhalt 1.15 g COOH-CB-4-Mal (89 % d. Theorie) als farblosen Sirup, 

Beispiel 9 

Herstellung von trans-(R,R/S,S)-Cyc\ohexan '\ ,2-diaminoplatin(ll)-[3- 

{ 1 5-maleinimido-4,7, 1 0, 1 3-tetroxapentadecanoyl)cyclo-butan-1 , 1 -dicarbox- 

ylat] 

(DACH-Pt-CB-4-Mal) 




Zu einer auf Raumtemperatur abgekuhlten wassrigen Losung von [Pt 
fra/7s-DACH](N0 3 ) 2 (175 mg, 405 //mol), die man durch Erhitzen (50 °C) 
des Piatinkomplexes mit 30 mL Wasser erhalt, wird eine Losung von 
COOH-CB-4-Mal (217 mg, 445 //mol) in 5 mL Wasser gegeben. Die Reak- 
tionsmischung wird mit 0. 1 M KOH auf pH 5.5 eingestellt und drei Stunden 
bei Raumtemperatur in der Dunkelheit geruhrt. Anschlie&end engt man im 
Vakuum auf ca. 5 mL ein und zentrifugiert den Niederschlag ab. Der Uber- 
stand wird durch praparative HPLC (Nucleosil® 1 00-7-C1 8-Saule (250 x 15 
mm), Wasser/Acetonitril 80:20 + 0.05 % TFA, Fluss: 20 mL/min, Reten- 
tionszeit: ca. 20 min) gereinigt. Nach Entfernen des Laufmittels im Vakuum 
und Kristallisation des Ruckstandes durch Zugabe von ca. 1 mL 2-Propanol 
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erhalt man 60 mg DACH-Pt-CB-4-Mal (19 % d. Theorie) als farblosen 
Feststoff. 

1 H-NMR (D 2 0, geeicht auf Aceton 6 m 2.20 ppm): 

6 = 0.98-1 .35 (m, 4H, Cyclohexyl-H), 1 .44-1 .62 (m, 2H, Cyclohexyl-H), 
1.94-2.06 (m, 2H, Cyclohexyl-H), 2.28-2.48 (m, 2H, Cyclohexyl-H), 2.66 
(t, J = 6.0 Hz, CH 2 COO), 2.80-2.93 (m, 2H, CH 2 CHOR), 3.34-3.50 (m, 
2H, CH 2 CHOR), 3.54-3.84 (m, 18H, NCH 2 , OCHj), 4.93 Cp', J = 7.1 Hz, 
1H, CHOR), 6.85 (s, 2H, C(0)CH=CHCO) 



13 C-NMR (D 2 0, geeicht auf Aceton): 

S = 24.30, 32.22 (Cyclohexyl), 34.91 (CH 2 COO), 37.37 (NCH 2 ), 
38.54/38.72 (CH 2 CHOR), 50.71 (C(COOH) 2 ), 63.05/63.09 
(Cyclohexyl-NH 2 ), 65.37 (CHOR), 66.52, 68.02, 69.73, 69.97, 70.01 
(OCH 2 ), 134.86 (C(0)CH = CHCO), 173.39, 174.11 (C(O)CH = CHCO, 
CH 2 CCOO), 180.30, 180.47 (C(COOH) 2 ) 

195 Pt-NMR (D 2 0): 6 = -31 1 

IR (KBr): v = 3448 (ss, b), 2934 (w, b), 1709 (ss), 1627 (s), 1353 (m), 
1094 (ss, b), 696 (w) cm" 1 

ESI-MS (4.0 kV, MeOH): m/z {%) 816.9 ([M + Na] + , 100) 
C 27 H 41 N 3 0 12 Pt [794.71] 

Elementaranalyse: berechnet: C: 40.81 % H: 5.20 % N: 5.29 % 

gefunden: C: 39.88 % H: 5.1 6 % N: 5.08 % 

Beispiel 10 

Wirksamkeit von DACH-Pt-CB-1-Mal in vivo 
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Die in Abbildung 1 aufgefuhrten biologischen Daten verdeutlichen eine 
erhohte in-vivo-Wirksamkeit von DACH-Pt-CB-1 -Mai im Vergleich zu Carbo- 
platin. 

Tiere: Nacktmause Tumormodell: MaTu (Mammakarzinom) 

Therapie: DACH-Pt-CB-1-Mal (75 und 100 mg/kg) sowie Carboplatin (100 
mg/kg) einmalig an Tag 7, Carboplatin (75 mg/kg) jeweils an den Tagen 7 
und 14; i.v. (Carboplatin und Derivate in jeweils 0.15 0.3 mL 
Glucose-Phosphat-Puffer pH 6.5). 
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Anspruche 



Platinkomplex der allgemeinen Formel I: 




(I) 



worin 




R = 2 H, \_/ > \_J, VJ, -(CH 2 ) r (i = 2 Oder 3); 
X = O Oder NH; 
¥ = 0,8 Oder 2 H; 
m = 0 bis 5; 
n = O bis 6; 

PM eine Proteinbindende Gruppe bedeutet. 

2. Platinkomplex gemafS Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass PM eine Maleinimidgruppe, eine 2-Dithiopyridylgruppe, eine 
Halogenacetamidgruppe, eine Halogenacetatgruppe, eine Disulfid- 
gruppe, eine Acrylsaureestergruppe, eine Monoalkylmaleinsaure- 
estergruppe, eine Monoalkylmaleaminsaureamidgruppe, eine AMHy- 
droxysuccinirnidylestergruppe, eine Isothiocyanatgruppe Oder eine 
Aziridingruppe ist, die gegebenenfalls substituiert sein konnen. 

3. Platinkomplex nach Anspruch 2, 
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dadurch gekennzeichnet, 

dass PM eine Maleinimidgruppe ist, die gegebenenfalls substituiert 
sein kann. 



4. Platinkomplex gemafc Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
dass m < 2 und n = 1 bis 4 ist. 

5. Platinkomplex nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 
dass X = O und Y = O ist. 

6. Verfahren zur Herstellung von Platinkomplexen nach einem der 
vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass ein Cyclobutan-1 ,1-dicarbonsaure-Derivat der allgemeinen 
Formel IV 




PM 



(IV) 



in der 

X = O Oder NH 
Y = O, S oder 2 H 
m = 0 bis 5 
n = 0 bis 6 

und PM eine Proteinbindende Gruppe bedeuten, mit einem Platin- 
komplex der allgemeinen Formel V 
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Hz 

V V 

Hz 



(V) 



in der 



(CH 2 ) r (i = 2 Oder 3) 



R' = 2 NO Z/ S0 2 oder CO bedeuten, umgesetzt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass das Cyclobutan-1 ,1-dicarbonsaure-Derivat der allgemeinen 
•Formel II durch Umsetzung eines 4-Methoxybenzyl-geschiitzen Cy- 
clobutan-1 ,1 -dicarbonsaure-Derivats der allgemeinen Formel VII 




// Y 




PM 



n (VII) 



in der 

X = O oder NH 
Y = O, S oder 2 H 
m = 0 bis 5 
n = 0 bis 6 

und PM eine Proteinbindende Gruppe bedeuten, mit Trifluoressig- 
saure und Anisol erhalten wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
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dadurch gekennzeichnet, 

dass das Cyclobutan-1,1-dicarbonsaure-Derivat der allgemeinen 
Formel VII durch Umsetzung von Bis(4-methoxybenzyl)-3-hydroxy- 
cyclobutan-1 ,1-dicarboxylat mit einem heterobifunktionellen Cross- 
linker der allgemeinen Formel VI 




(VI) 



in der 
n = 0, 1 
m = 1 bis 6 

und PM eine Proteinbindende Gruppe bedeuten, in Gegenwart von 
Carbonsaure-Aktivierungsreagenzien erhalten wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass als Carbonsaure-Aktivierungsreagenzien /V,/V'-Dicyclohexylcar- 
bodiimid, /V,/V'-Diisopropylcarbodiimid oder (Benzo- 
triazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium-Hexafluoro-phos- 
phat, am meisten bevorzugt 2-Chlor-1-methylpyridiniumiodid ver- 
wendet werden. 



10. Verfahren gemafc Anspruch 8 oder 9, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass man Bis(4-methoxybenzyl)-3-hydroxycyclobutan-1 ,1-dicarboxy- 
lat mit einer Maleinimidocarbonsaure der allgemeinen Formel Via 



WO 2004/083223 




T/EP2004/002850 



(Via) 



in der 
n = 0, 1 
m = 1 bis 6 

bedeuten, unter Einsatz von 2-Chlor-1-methylpyridiniumiodid urn- 
setzt. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass Bis(4-methoxybenzyl)-3-hydroxycyclobutan-1 , 1 -dicarboxylat 
durch Umsetzung von Bis{4-methoxybenzyl)-3-ferf.-butyl- 
dimethylsiloxycyclobutan-1 , 1 -di-carboxylat mit Tetrabutyl- 
ammoniumfluorid erhalten wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass Bis(4-methoxybenzyI)-3-terf.-butyldimethylsiloxycyclo-bu- 
tan-1 ,1 -di-carboxylat durch Umsetzung von Bis(4-methoxyben- 
zyOmalonat mit 1 ,3-Dibrom-2-terf.-butyldimethyl-siloxypropan erhal- 
ten wird, 

13. Arzneimittel enthaltend als Wirkstoff einen Platinkomplex gemafc 
einem der Anspruche 1 bis 5, gegebenenfalls zusammen mit ubli- 
chen Hilfsstoffen und/oder pharmazeutischen Losungsmitteln. 

14. Verwendung eines Platinkomplexes nach einem der Anspruche 1 bis 
5 zur Behandlung von Krebskrankheiten. 
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1 5. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels fur die Behandlung von 
Krebskrankheiten, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass man eine Verbindung gemaS einem der Anspruche 1 bis 5 in 
eine therapeutisch annehmbare Losung uberfuhrt. 
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2 1 I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
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1 — I Internationale Recherchenbericht nur aut die Anspruche, fur cfie Gebtihren entrichtet worden sind, namlich auf die 
AnsprQche Nr. 



4. [ I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeltig entrichtet Der internationaie Recher- 
— chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; cfiese Ist in folgenden AnsprQchen e 
faBt: 



Bemerkungen hinslchtllch elnes Widerspruchs f^J Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| [ Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Wlderspruch. 
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